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ABSTRACT 
Poly-β-hydroxy butyrate (PHB) is one of bioplastic materials that can be synthesized 
by several types of bacteria in the form of energy reserves in a state of excess carbon source. 
This research aims to determine the optimal carbon source using carbon sources include: 
glucose, fructose, lactose, and sucrose and the optimal incubation time used by bacteria 
isolated from the sugar mill waste Bone, namely MA4, BA9, and KC1 in generating poly-β-
hydroxy butyrate. Analysis of the amount of PHB performed quantitatively using UV-VIS 
spectrophotometer with a wavelength of 235 nm and analyzed using regression equations 
based on the standar curve. The results showed that the bacterial isolate KC1 with the 
addition of sucrose optimal carbon source to produce PHB with the highest PHB levels, ie 
6.035% compared with isolates MA4 with the addition sucrose as a carbon source and BA9 
with the addition lactose as a carbon source, each of which get PHB concentration of 
4.207% and 4.301%. Optimal time used by third bacterial isolates to produce bioplastics 
poly-β-hydroxy butyrate ie KC1 and BA9 bacterial isolates capable of producing PHB 
optimally at 96 hours incubation, while the optimal MA4 bacterial isolates produce PHB at 
72 hours incubation.  
Keywords : Poly-β-Hydroxy Butyrate (PHB), Isolates, Carbon Source, Incubation Time, The 
Sugar Factory Waste, Bone. 
PENDAHULUAN 
 
Plastik digunakan sebagai 
kemasan, pelapis, tas, bahan pakaian 
sintetis, perpipaan, peralatan elektronik, 
cat, dan lain-lain. Singkatnya, bisa 
dikatakan plastik menyentuh semua segi 
kehidupan manusia dan sebagai salah satu 
bahan yang paling banyak digunakan. 
Penggunaan plastik semakin meningkat 
seiring dengan perubahan gaya hidup 
manusia menjadi semakin konsumtif (Sari, 
2014; Khoiri, 2007). 
Plastik yang selama ini dipakai 
berasal dari minyak bumi, gas alam, dan 
batu bara. Bahan dasar tersebut mulai 
mengalami pengurangan di alam serta 
tidak bisa diperbarui. Penekanan 
penggunaan minyak bumi dilakukan 
dengan mengganti minyak bumi sebagai 
bahan baku pembuatan plastik dengan 
menggunakan bahan yang mudah didapat, 
berasal dari alam, dan mudah terdegradasi. 
Negara maju seperti Amerika Serikat telah 
mengembangkan polimer dengan bahan 
yang bersifat terbarui. Polimer yang 
dikembangkan dari tanaman berupa pati, 
selulosa, lignin, dari mikroorganisme 
dalam bentuk PLA (polylactic acid), dan 
dari hewan dalam bentuk kitin, kitosan, 
kasein, gelatin (Phil dan Stephen, 2008). 
Pemanfaatan plastik yang mudah 
didegradasi secara biologis 
(biodegradable) merupakan solusi yang 
tepat untuk mengatasi masalah 
pencemaran plastik yang hingga saat ini 
masih sulit teratasi. Salah satu jenis plastik 
terdegradasi yang telah banyak diteliti 
adalah Poli-β-hidroksi butirat (PHB) 
(Anderson dan Dawes, 1990). 
PHB dihasilkan oleh bakteri secara 
intraseluler yang berfungsi sebagai sumber 
karbon dan cadangan energi. Sumber 
karbon adalah substrat yang diperlukan 
dalam metabolisme bakteri. Sumber 
karbon yang dapat digunakan untuk sintesa 
PHB ialah glukosa, pati, molasses, asam 
sitrat, asam asetat, alkohol, sukrosa, dan 
lain-lain. Glukosa merupakan substrat 
yang paling banyak digunakan dalam 
produksi PHB, glukosa dipilih karena 
mudah dimetabolisme oleh bakteri 
(Rahayu, 2007; Yuli et al., 2008). 
Sejumlah bakteri amilolitik 
Bacillus amiloliquefaciens, Bacillus 
subtilis,  Bacillus amilolyticus, Bacillus 
polymixa, Agrobacterium tumefaciens, dan  
genera  yang  lain  mampu mengkonversi  
pati  menjadi  glukosa. Beberapa  genera  
bakteri Alcaligenes, Azotobacter, 
Micrococcus, dan Pseudomonas mampu  
memetabolisme  glukosa  menjadi bahan 
dasar plastik terdegradasi seperti poli 
laktat,  poli hidroksialkanoat, dan  poli 
hidroksibutirat. PHB yang dihasilkan 
bakteri sebagai bioplastik menarik, karena 
plastik ini dapat terdegradasi secara alami 
pada kondisi aerobik dan anaerobik 
(Madison dan Huisman, 1999). 
Hasil penelitian sebelumnya 
dilakukan oleh Nur Haedar, et al. (2013), 
diperoleh isolat dari limbah pabrik gula 
yang ditumbuhkan dalam substrat glukosa 
mampu menghasilkan PHB. Berdasarkan 
uraian tersebut maka dilakukan penelitian 
mengenai optimalisasi produksi poli-β-
hidroksi butirat (PHB) dari berbagai 
sumber karbon oleh isolat bakteri dari 




Alat dan Bahan 
Alat-alat yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah Erlemeyer, tabung 
reaksi, tabung cuvet, gelas ukur, gelas 
kimia, corong, sendok tanduk, rak tabung, 
ose, bunsen, pipet tetes, spoit, sentrifugasi, 
oven, autoklaf, neraca analitik, inkubator, 
enkas, hot plate, shaker, spektrofotometer 
UV.  
Sedangkan bahan-bahan yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah 
beberapa isolat bakteri, yaitu MA4, BA9, 
dan KC1 dari limbah tetes atau molases 
dan tanah pabrik gula di Kabupaten Bone, 
medium Nutrient Agar (NA), medium 
Nutrient Broth (NB), medium produksi 
PHB : (1,0 g (NH4)2SO4, 6.7 g 
Na2HPO4.7H2O, 1,0 g K2HPO4, 0,2 g 
MgSO4.7H2O, 60 mg Ferrous Ammonium 
Citrate, 10 mg CaCl2.2H2O, 1 mL trace 
element, sumber karbon yang berbeda (10 
g glukosa, 10 g sukrosa, 10 g fruktosa, 10 
g laktosa) dan 1 L akuades), Sodium 
Hypochlorite, aseton, dietil eter, H2SO4 
pekat, kapas, alkohol, kain kasa, 
aluminium foil, spritus, akuades steril. 
Prosedur Penelitian  
A. Peremajaan Kultur  
Isolat bakteri dari limbah pabrik 
gula Bone yaitu isolat MA4, BA9, dan 
KC1 dalam mengakumulasi poli-β-
hidroksibutirat (PHB), ditumbuhkan pada 
medium NA miring pada 4 tabung reaksi 
setiap isolat dan diinkubasi pada suhu 
37ºC selama 24 jam kemudian sebagian 
disimpan pada temperatur 4ºC sebagai stok 
kultur dan sebagian lagi digunakan untuk 
penyiapan inokulum. 
B. Persiapan Isolat  
Tiap isolat yang telah diremajakan 
di medium NA, diambil sebanyak 1 ose 
dan disuspensikan ke dalam erlemeyer 
berisi 100 mL medium NB, kemudian 
diinkubasi pada shaker dengan kecepatan 
150 rpm selama 24 jam.  
C. Produksi PHB  
Tiap inokulum bakteri yang telah 
dipersiapkan, diambil sebanyak 5% 
inokulum kemudian ditumbuhkan pada 50 
mL medium produksi PHB (minimal 
Ramsay) yang berisi sumber karbon yang 
berbeda yaitu glukosa, sukrosa, fruktosa, 
dan laktosa untuk memproduksi PHB, lalu 
diinkubasi pada shaker dengan kecepatan 
150 rpm selama interval waktu 48, 72, dan 




Kultur bakteri yang telah 
diinkubasi selama interval waktu 48, 72, 
dan 96 jam, disentrifugasi pada 4000 rpm 
selama 15 menit. Setelah itu, supernatan 
dibuang dan pelet yang terbentuk 
disuspensikan dengan 5 mL akuades. 
Kemudian 1 mL suspensi sel diambil 
untuk analisis kadar PHB dengan 
spektrofotometer UV pada panjang 
gelombang 235 nm dan 1 mL suspensi sel 
diambil untuk mengukur berat kering 
massa sel.  
1. Berat Kering Massa Sel  
Aluminium foil dibuat seperti 
botol, lalu dikeringkan pada suhu 70
o
C 
selama 24 jam. Kemudian berat kering 
aluminium foil ditimbang hingga berat 
konstan, lalu ditambahkan 1 mL suspensi 
sel. Setelah itu, aluminium foil berisi 1 mL 
suspensi sel dimasukkan ke dalam oven 
dengan suhu 70
o
C selama 24 jam. 
Kemudian aluminium foil berisi suspensi 
sel yang telah dikeringkan ditimbang 
hingga berat konstan, lalu berat kering 
massa sel dihitung. 
2. Analisis PHB  
1 mL suspense sel diambil, lalu 
ditambahkan 3 ml buffer fosfat pH 7,0 dan 
1 mL NaOCl 5 %. Kemudian diinkubasi 
pada suhu kamar dengan 180 rpm selama 
24 jam. Sisa pelet dikumpulkan dengan 
sentrifugasi pada 4000 rpm selama 15 
menit, pelet sel ditambahkan 5 mL 
akuades, lalu disentrifugasi pada 4000 rpm 
selama 15 menit. Pelet sel yang terbentuk 
ditambahkan 3 mL aseton, lalu 
disentrifugasi pada 4000 rpm selama 15 
menit. Pelet dicuci secara perlahan dengan 
3 mL dietil eter, didiamkan selama 5 
menit, kemudian eter dibuang. Setelah 
pelet kering ditambahkan 3 mL H2SO4 
pekat, lalu dipanaskan dalam Water Bath 
dengan suhu 100
o
C selama 10 menit. 
Asam krotonat yang dihasilkan 
dideterminasi dengan spektrofotometer 
UV pada 235 nm dan H2SO4 sebagai 
blanko. Nilai Optical Density yang 
diperoleh diintrapolasi dengan kurva 
standar PHB murni. Konsentrasi asam 
krotonat ditentukan berdasarkan kurva 
standar yang dibuat.  
3. Pembuatan Kurva Standar PHB  
Data hasil perhitungan nilai Optical 
Density (OD) dianalisis menggunakan 
persamaan regresi y = 8,1961x + 0,01 yang 
diperoleh dari kurva standar PHB 
menggunakan PHB murini dari hasil 
penelitian Nur Haedar, et al. (2013). 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Pemilihan Isolat Bakteri Penghasil PHB 
Pada penelitian ini menggunakan 
isolat bakteri yang diisolasi dari limbah 
Pabrik Gula Bone diperoleh dari penelitian 
sebelumnya yang dilakukan oleh Nur 
Haedar, et al. (2013) menunjukkan 
kemampuan dalam menghasilkan granula 
PHB yang lebih besar dari isolat lainnya. 
Isolat yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah MA4, BA9, dan KC1. Isolat 
tersebut diisolasi dari berbagai jenis 
limbah pabrik gula seperti isolat bakteri 
MA4 diisolasi dari limbah tetes atau 
molasses pada pabrik gula Arasoe Kab. 
Bone, isolat bakteri BA9 diisolasi dari 
limbah padat atau blotong pada pabrik gula 
Arasoe Kab. Bone, sedangkan isolat 
bakteri KC1 diisolasi dari limbah ketel 
pada pabrik gula Camming Kab. Bone. 
Pemilihan isolat ini berdasarkan uji 
kualitatif dan kuantitatif yang dilakukan 
pada penelitian sebelumnya. Menurut 
Khaerah (2012), isolat yang berpotensi 
dalam mengakumulasi PHB secara 
intraseluler dapat diketahui melalui dua 
tahapan pengujian, yaitu kualitatif dengan 
pewarnaan koloni dan pewarnaan granula 
dengan reagen Sudan Black, serta 
kuantitatif yang dilihat berdasarkan 
produksi PHB dalam medium minimal 
Ramsay. 
Selain tahapan pengujian tersebut, 
dilakukan juga pewarnaan gram yang 
bertujuan untuk melihat ciri-ciri morfologi 
pada ketiga isolat bakteri yang digunakan. 
Seperti terlihat pada Gambar1.  
     
Gambar 2. Hasil Pengecatan Gram pada 
ke-3 Isolat, a) MA4, b) BA9, dan c) KC1 
(Perbesaran 10 X 10) 
Setelah dilakukan pengecatan, 
pada isolat bakteri MA4 dan KC1 terlihat 
berwarna ungu yang menandakan bahwa 
bakteri tersebut merupakan gram positif 
dan berbetuk batang (basil), sedangkan 
isolat bakteri BA9 merupakan  bakteri 
gram negatif yang ditandai dengan warna 
merah setelah dilakukan pengecatan dan 
berbentuk batang. Hal ini sesuai dengan 
yang diuraikan oleh Findlay (1983), bahwa 
bakteri penghasil PHB meliputi bakteri 
aerob heterotrof, autotrof, anaerob 
fotosintesis, gram positif, dan gram 
negatif. 
Kemampuan Isolat Bakteri dalam 
Produksi PHB 
Tahapan selanjutnya dilakukan 
untuk mengetahui kemampuan ketiga 
isolat bakteri dalam memproduksi PHB 
yang diinokulasikan pada medium 
minimal Ramsay dengan penambahan 
variasi sumber karbon, yaitu glukosa, 
fruktosa, laktosa, atau sukrosa pada 
inkubasi 48, 72, dan 96 jam. Penggunaan 
variasi waktu inkubasi untuk mengetahui 
waktu optimal yang diperlukan oleh isolat 
dalam mengakumulasi PHB.  
Pertumbuhan bakteri dilihat 
berdasarkan perubahan warna yang terjadi 
pada medium setelah diinkubasi, dimana 
medium menjadi keruh selama waktu 
inkubasi 48, 72, dan 96 jam sehingga 
menunjukkan adanya aktivitas 
pertumbuhan bakteri di dalamnya. Ketiga 
isolat yang diisolasi dari limbah pabrik 
gula terbukti berpotensial dalam 
mengakumulasi PHB dengan baik. Hal ini 
sesuai dengan Margino et al, (2000) yang 
menyatakan bahwa lingkungan tempat 
tumbuh bakteri yang kaya akan sumber 
karbon tetapi mengandung fosfat dan 
nitrogen yang terbatas akan memicu suatu 
bakteri membentuk cadangan karbon 
berupa senyawa PHB. 
Kemampuan isolat bakteri dalam 
menghasilkan PHB dilakukan secara 
kuantitatif dengan penghitungan berat 
kering massa sel, analisis konsentrasi 
PHB, serta penghitungaan kadar PHB. 
Analisis Berat Kering Massa Sel 
Dalam penelitian ini dilakukan 
pengukuran berat kering massa sel, 
diperoleh data jumlah berat kering massa 
sel (mg/mL) pada berbagai sumber karbon 
(Glukosa, Fruktosa, Laktosa, atau Sukrosa) 
dan interval waktu yang digunakan, yaitu : 
48, 72, dan 96 jam. Adapun berat kering 
massa sel bakteri dapat dilihat pada Tabel 
1 di bawah ini. 
Tabel 1. Perbandingan Berat Kering Massa Sel (mg/mL) oleh Isolat Bakteri yang 
Diisolasi dari Limbah Pabrik Gula Bone pada Berbagai Sumber karbon 
Isolat Sumber 
Karbon 
Berat Kering (mg/mL) 
48 Jam 72 Jam 96 Jam 
MA4 Glukosa 6.6 5.5 19.8 
Fruktosa 11.9 14 9.4 
Laktosa 7.9 8.9 10.6 
Sukrosa 12.2 4.2 8.9 
BA9 Glukosa 25.3 8.3 5.5 
Fruktosa 10.7 9.7 16.2 
Laktosa 7.4 14.1 11.9 
Sukrosa 13.6 9.2 6.7 
KC1 Glukosa 21.2 24 18.1 
Fruktosa 9.5 13.4 26 
Laktosa 10 6.2 15 
Sukrosa 9.4 59.3 23.5 
a c b 
 Pada Tabel 1, terlihat bahwa berat 
kering massa sel pada masing-masing 
isolat bakteri jumlahnya bervariasi. 
Berdasarkan hasil pengukuran berat kering 
massa sel selama tiga kali pengukuran 
dapat dilihat bahwa isolat KC1 pada 
sumber karbon sukrosa dengan waktu 
inkubasi 72 jam memiliki berat kering 
tertinggi yaitu 59,3 mg/mL. Sedangkan 
berat kering terendah yaitu 4,2 mg/mL 
oleh isolat MA4 pada media dengan 
sumber karbon sukrosa pada waktu 
inkubasi 72 jam. Diantara ketiga isolat, 
isolat bakteri BA9 dan MA4 memiliki 
berat kering relatif tinggi setelah inkubasi 
48 jam dengan penambahan variasi sumber 
karbon dibanding isolat bakteri KC1 yang 
memiliki berat kering massa sel tertinggi 
setelah inkubasi 72 jam dengan perlakuan 
yang sama. Hal ini disebabkan isolat 
bakteri BA9 dan MA4 dapat  secara 
langsung memanfaatkan sumber karbon 
dalam waktu singkat untuk proses 
pertumbuhan selnya. Sedangkan, isolat 
bakteri KC1 membutuhkan waktu lebih 
lama untuk menghidrolisis sumber karbon 
yang digunakan. 
Analisis Konsentrasi PHB 
Dalam penelitian ini juga dilakukan 
analisis  jumlah PHB dengan 
menggunakan persamaan regresi yang 
diperoleh dari kurva standar untuk 
menghitung nilai konsentrasi PHB yang 
dihasilkan oleh bakteri. Sebelumnya 
dilakukan perhitungan jumlah PHB pada 
interval waktu 48, 72, dan 96 jam. 
Perhitungan jumlah PHB diperoleh 
melalui spektrofotometer UV dengan 
penentuan absorbansi pada panjang 
gelombang 235 nm, panjang gelombang 
tersebut merupakan panjang gelombang 
maksimum untuk mengukur konsentrasi 
PHB.  
Hasil perhitungan konsentrasi PHB 
dengan rumus regresi dapat dilihat pada 
Tabel 2 di bawah ini. 
Tabel 2. Konsentrasi PHB yang dihasilkan (mg/mL) oleh Isolat Bakteri yang Diisolasi 
dari Limbah Pabrik Gula Bone pada Berbagai Sumber Karbon 
Isolat Sumber 
Karbon 
Konsentrasi PHB (mg/mL) 
48 Jam 72 Jam 96 Jam 
MA4 Glukosa 0.104 0.012 0.034 
Fruktosa 0.273 0.291 0.261 
Laktosa 0.015 0.284 0.307 
Sukrosa 0.244 0.176 0.118 
BA9 Glukosa 0.043 0.041 0.011 
Fruktosa 0.303 0.196 0.271 
Laktosa 0.181 0.289 0.511 
Sukrosa 0.271 0.102 0.093 
KC1 Glukosa 0.147 0.122 0.093 
Fruktosa 0.209 0.381 0.490 
Laktosa 0.050 0.248 0.410 
Sukrosa 0.343 0.634 1.418 
Berdasarkan hasil perhitungan 
konsentrasi PHB pada tabel di atas, dapat 
dilihat bahwa pada isolat MA4 dengan 
penambahan sumber karbon laktosa 
inkubasi 96 jam memiliki konsentrasi PHB 
tertinggi diantara sumber karbon lainnya, 
yaitu 0,307 mg/mL, lalu pada isolat BA9 
yang memiliki konsentrasi PHB tertinggi 
dengan penambahan sumber karbon 
fruktosa inkubasi 48 jam ialah sebesar 
0,303 mg/mL, dan pada isolat KC1 
penambahan sumber karbon sukrosa 
inkubasi 96 jam dengan konsentrasi PHB 
sebesar 1,418 mg/mL. Sedangkan, diantara 
ketiga isolat, dan keempat sumber karbon 
yang memiliki konsentrasi PHB tertinggi 
adalah isolat KC1 dengan penambahan 
sumber karbon sukrosa dengan inkubasi 96 
jam, yaitu 1,418 mg/mL. 
Menurut Byrom (1987), jumlah 
PHB yang dapat disintesis atau diproduksi 
memang sangat dipengaruhi oleh jenis 
bakteri, kondisi lingkungan pertumbuhan 
(susunan media, jenis dan kondisi sumber 
karbon dan mineral) dan sistem 
fermentasinya. Dari ketiga isolat, isolat  
bakteri KC1 memiliki kemampuan 
memproduksi PHB paling tinggi dengan 
waktu inkubasi 96 jam dengan 
memanfaatkan sumber karbon sukrosa 
yang tersedia secara maksimal. 
Analisis Kadar PHB 
Kadar PHB (%) dihitung 
berdasarkan perbandingan antara jumlah 
PHB (mg/mL) dengan berat kering massa 
sel  (mg/mL) yang dihasilkan oleh masing-
masing isolat bakteri dari berbagai sumber 
karbon, kadar PHB ini dihitung sesuai 
dengan tiap interval waktu inkubasi yaitu 
48, 72, dan 96 jam. Pada penelitian ini, 
kadar PHB dihitung dengan 
membandingkan konsentrasi PHB (Tabel 
4) yang diperoleh melalui analisis 
persamaan regresi dengan berat kering 
massa sel (Tabel 3). 
Hasil dari perhitungan kadar PHB 
dapat dilihat perbandingannya pada 
Gambar 2 di bawah ini. 
 
Gambar 6. Perbandingan Kadar PHB (%) dalam berbagai sumber karbon dan waktu 
inkubasi (jam) 
Berdasarkan histogram di atas 
menunjukkan kadar PHB (%) yang mampu 
diproduksi. Kadar PHB memperlihatkan 
kemampuan isolat bakteri dalam 
memproduksi PHB dalam medium per 
berat kering massa sel (mg/mL). 
Isolat bakteri MA4 memiliki kadar 
PHB tertinggi dengan penambahan sumber 
karbon glukosa sebesar 1,584% dengan 
waktu inkubasi 48 jam, pada penambahan 
sumber karbon fruktosa terletak pada 
inkubasi 96 jam dengan nilai 2,786%, 
kadar PHB tertinggi dengan penambahan 
sumber karbon laktosa terletak pada 
inkubasi 72 jam dengan nilai 3,191%, dan 
pada penambahan sumber karbon sukrosa 
terletak pada inkubasi 72 jam, yaitu 
4,207%. 
Pada isolat BA9, terlihat bahwa 
pada penambahan sumber karbon glukosa 
inkubasi 72 jam memiliki kadar PHB 
tertinggi dengan nilai 0,489%. Lalu 
dengan penambahan sumber karbon 
fruktosa, kadar PHB tertinggi terletak di 
inkubasi 48 jam dengan 2,838%. 
Kemudian, penambahan sumber karbon 
laktosa terletak di inkubasi 96 jam dengan 
nilai 4,301%. Sedangkan, pada 
penambahan sumber karbon sukrosa 
terletak pada inkubasi 48 jam yaitu 
1,989%. 
Pada isolat KC1, dengan 





























































Lama inkubasi  48 jam
Lama inkubasi  72 jam
Lama inkubasi  96 jam
inkubasi 48 jam memiliki kadar PHB 
tertinggi dengan 0,694%. Kadar PHB 
tertinggi pada penambahan sumber karbon 
fruktosa yaitu 2,847% inkubasi 72 jam. 
Lalu dengan penambahan sumber karbon 
laktosa terletak pada inkubasi 72 jam 
dengan nilai sebesar 4,006%. Sedangkan 
kadar PHB tertinggi dengan penambahan 
sumber karbon sukrosa pada inkubasi 96 
jam yaitu 6,035%. 
Jika dibandingkan dengan masing-
masing isolat dengan penambahan variasi 
sumber karbon, dapat dilihat bahwa pada 
isolat MA4 yang memiliki kadar PHB 
tertinggi dengan penambahan sumber 
karbon sukrosa yaitu dengan nilai 4,207%, 
optimum pada inkubasi 72 jam. Pada isolat 
BA9 dengan penambahan sumber karbon 
laktosa optimum pada inkubasi 96 jam 
memiliki kadar PHB tertinggi diantara 
penambahan sumber karbon lainnya 
dengan nilai 4,301%. Dan pada isolat 
bakteri KC1 dengan penambahan sumber 
karbon sukrosa memiliki kadar PHB 
tertinggi pada inkubasi 96 jam dengan nilai 
sebesar 6,035%. 
Kadar PHB yang tertinggi 
dihasilkan oleh isolat bakteri KC1 sebesar 
6,035% dengan jumlah PHB yang 
dihasilkan 1,418 mg/mL dan berat kering 
23,5 mg/mL pada penambahan sumber 
karbon sukrosa, optimum pada inkubasi 96 
jam. Berdasarkan data tersebut, isolat 
bakteri KC1 memiliki kemampuan yang 
tertinggi dalam menghasilkan PHB 
dibandingkan dengan  isolat bakteri MA4 
dan BA9. Isolat bakteri MA4 memiliki 
kemampuan dalam memproduksi PHB 
hanya sebesar 4,207% pada waktu 
inkubasi 72 jam dengan penambahan 
sumber karbon sukrosa yang menghasilkan 
jumlah PHB sebesar 0,176 mg/mL dan 
berat kering 4,2 mg/mL. Sedangkan isolat 
bakteri BA9, kemampuannya dalam 
memproduksi PHB sebesar 4,301% 
dengan penambahan sumber karbon 
laktosa  dengan waktu inkubasi 96 jam 
memiliki jumlah PHB sebesar 0,511 
mg/mL dan berat kering massa sel 11,9 
mg/mL. Hal ini menunjukkan bahwa kadar 
PHB dalam suatu medium oleh bakteri 
semakin besar apabila mampu 
menghasilkan jumlah PHB yang besar 
dengan jumlah berat kering massa sel yang 
semakin kecil. Artinya, isolat yang 
memiliki berat kering massa  sel tertinggi 
belum tentu mampu memproduksi PHB 
dengan jumlah yang tinggi dibandingkan 
dengan isolat yang memiliki berat kering 
massa sel yang rendah. 
Hasil penelitian ini diperoleh 
bahwa ketiga isolat bakteri yang diisolasi 
dari limbah pabrik gula Bone mampu 
mengakumulasi PHB dengan baik. Hasil 
terbaik ditunjukkan oleh isolat bakteri 
KC1 yang mampu mengakumulasi PHB 
dengan penambahan sumber karbon 
sukrosa optimum pada inkubasi 96 jam 
dilihat dari kemampuannya menghasilkan 
konsentrasi PHB dan kadar PHB tertinggi 
dengan jumlah berat kering massa sel 
bakteri yang rendah dibandingkan dengan 
berat kering massa sel lainnya pada waktu 
inkubasi yang berbeda dengan perlakuan 
yang sama. Tanamool, et al. (2009) juga 
menyatakan bahwa Alcaligenes latus 
menunjukkan pertumbuhan yang baik 
dengan menggunakan sumber karbon 
sukrosa yang memiliki kadar PHB (1,73%) 
dengan konsentrasi PHB yang tinggi 
sebesar 0,68 g/l dan biomassa sel yang 
rendah sebesar 0,393 g/l. 
Variasi sumber karbon yang 
diberikan sebagai substrat pertumbuhan 
bakteri penghasil PHB memberikan 
pengaruh yang berbeda terhadap biomassa 
sel dan jumlah PHB yang akan dihasilkan. 
Hal ini diuraikan pada penelitian Wang 
(2011) yang telah melakukan penelitian 
pada Ralstonia eutropha dengan 
menggunakan sukrosa sebagai sumber 
karbon, hasil yang diperoleh membuktikan 
bahwa mutan Ralstonia eutropha mampu 
menghasilkan PHB dari sukrosa (27%) 
seefisien dengan glukosa (30%) atau 
fruktosa (26,5%). 
Berdasarkan hasil analisis berat 
kering massa sel dan konsentrasi PHB, 
pada penelitian ini terlihat bahwa isolat 
bakteri KC1 dengan penambahan sukrosa 
dan BA9 dengan penambahan laktosa 
sebagai sumber karbon mampu tumbuh 
dan menghasilkan jumlah PHB yang 
optimal setelah inkubasi 96 jam, 
sedangkan pada isolat bakteri MA4 dengan 
penambahan sukrosa setelah inkubasi 72 
jam. Hal ini menunjukkan, isolat KC1 dan 
BA9 membutuhkan waktu yang lebih lama 
untuk menghidrolisis sumber karbon yang 
digunakannya. Berbeda dengan isolat 
MA4 yang relatif cepat memanfaatkan 
sukrosa pada waktu inkubasi 72 jam 
sebagai sumber karbon untuk pertumbuhan 
selnya dan mengakumulasi cadangan 
makanan berupa granula PHB. 
Menurut Campbell (2002) yang 
menerangkan bahwa sukrosa merupakan 
suatu disakarida yang terdiri atas dua 
monosakarida yang digabungkan melalui 
reaksi dehidrasi, sukrosa dibentuk dari 
monomer-monomer yang berupa unit 
glukosa dan fruktosa. Oleh karena itu 
dibutuhkan waktu untuk bakteri memecah 
sukrosa menjadi gula sederhana sebelum 




 Berdasarkan penelitian yang telah 
dilakukan, maka dapat disimpulkan 
bahwa: 
1. Penambahan sumber karbon sukrosa 
pada isolat bakteri KC1 optimal dalam 
menghasilkan PHB dengan kadar PHB, 
yaitu 6,035% dibandingkan dengan 
isolat bakteri MA4 dengan 
penambahan sumber karbon sukrosa 
dan BA9 dengan penambahan sumber 
karbon laktosa yang masing-masing 
memiliki kadar PHB sebesar 4,207% 
dan 4,301%.  
2. Waktu optimal yang digunakan oleh 
ketiga isolat bakteri dalam 
menghasilkan bioplastik poli-β-
hidroksi butirat yaitu isolat bakteri 
KC1 dan BA9 mampu menghasilkan 
PHB secara optimal pada waktu 
inkubasi 96 jam, sedangkan isolat 
bakteri MA4 optimal menghasilkan 
PHB pada inkubasi 72 jam. 
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